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© Verfahren zur MIkrolnjektion In Zetlen bzw. zum Absaugen aus efnzelnen Zellen Oder ganzer Zellen 
aus Zellkulturen. 



2!® Bel diesem rechnerunterstUtzten System wird 
^dem Fernsehbild der Zellkuitur eine im Bild auf den 
OT Monitor (10) bewegbare Marke uberlagert, die vom 
gg Bediener durch Relativbewegung Marke/Bild auf die 

zu injizierenden Zetlen im Fernsehbild posltioniert 
Nwird. Die Koordinaten der so markierten Zellen wer- 
j^jden vom Rechner (11) gespeichert, der anschlieflend 

die Kapillarspitze selbsttStig zu den ausgewahlten 
© Zellen verfahrt und in diese einsticht In einer vorteil- 
^haften Ausftlhrungsform fClhrt der Rechner die Ein- 
Ulstichbewegung parallel zur Kapillarl3ngsachse durch 

eine uberlagerte Bewegung (x) des Objekttisches 

und des Antriebs fur die Ho'henversteliung (z) der 



Kapiilare (4) am Mikromanipulator (3) durch. 
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Verfahran zur MIkrolnJetcUoh In Z Hen bzw. zum Absaugen aus elnzelnen Zellen der ganzer Zellen aus 

Z llkulturen 



FQr die blologische Forschung sowie die Qe* 
ntechnologie spieft das Snbrtngen von Substanzen 
In lebende Zelten eine bedeutende Rolle. Hierzu 
existleren elne Relhe unterschiedlicher Verfahren: 
so kann z.B. die einzuschleusende Substanz zu- 
nSchst In das die Zellen umgebende Medium ge- 
bracht werden. Damlt nun die Substanz in die 
Zellen gelangen kann, muB die Zeilmembran pene- 
triert werden. Dies kann durch ungezlelte mechani- 
sche, elektrische Oder chemische Relze geschehen 
Oder durch einen Laserstrahl, der auf die Zelle 
fokussiert wird. 

Alls dlese Verfahren haben den Nachteil, daB * 
die Substanz, die tn die Zellen eingebracht werden 
soli, zum grQflten Teil im umgebenden Medium 
verbleibt Vor altem 1st es mft den genannten Me- 
thoden nicht mQgtlch Substanzen geziett nur In den 
Kern einer Zelle einzubringen. Es wurden daher 
Methoden entwickelt bei denen die Substanz mft 
Hilfe einer Glaskapillare, die an einem Ende zu 
einer felnen Spltze ausgezogen ist, direkt in ein- 
zelne Zellen oder Zellkeme injizlert werden kann. 

So 1st z.B. aus der Firmenschrtft "Arbeitsplatz 
zur Mikroinjektion In lebende Zellen" der Firma 
Carl Zeiss, Druckschrift Nr. W41-131-d (XI 86) ein 
System auf der Basis elnes umgekehrten Mikrosko- 
pes beschrieben, an dessen Tisch eine schrag zur 
optischen Achse ausgerichtete Glaskapillare Ober 
einen Mikromanipulator befestigt ist. Die Kapillare 
ISBt slch mit Hilfe des Mikromanipulators in drei 
Achsen geziett in dem auf dem Tisch des Mikros- 
kops befindlichen KulturgefSB bewegen. Zur tnjek- 
tion in die visueil unter dem Mikroskop beobachte- 
ten Zellen sind folgende Enzelschritte durchzufOh- 
ren: 

Zuerst mufl die Kapillarenspitze grob in das 
Bildfeld des Objektivs gebracht werden. An- 
schlieflend wird die Spitze der Kapillare durch eine 
Bewegung des Mikromanipulators (x,y) Qber der 
interessierenden Zelle positioniert. SchlieBlich wird 
durch eine Bewegung in z-Richtung, d.h. parade) 
zur optischen Achse des Mikroskops die Kapilla- 
renspitze in die Zelle gebracht der Injektor betatigt 
und die Kapillare dann, wenn ausreichend Sub- 
stanz in die Zelle gelangt Ist. wieder angehoben. 
Hierbei erfolgt die tnjektion nicht in Achsrichtung 
der Kapillare. 

Das vorbeschriebene, rein manuelle Verfahren. 
erfordert mehrere, prSzis hintereinander durchzu- 
fOhrende Einzelschritte, wobei einige Erfahrung 
notwendig ist um die Zellen richtig zu treffen und 
insbesondere um die Kapillare nicht zu welt abzu- 
senken und damit abzubrechen. Auflerdem erfolgt 
der Einstich in die Zellen nicht in Achsrichtung der 



Kapillare, so daB die Zeilmembran durch den Injek- 
tionsvorgang retativ stark vertetzt wird. 

Aus der DE-OS 35 11 700 Ist ein anderes 
Injektionssystem bekannt das elne In vertikaler 

s Richtung angeordnete und an den Fdkussiertrieb 
des Inversen Mikroskops gekoppelte Kapillare be- 
sitzt Bel diesem System muB die Kapillare in z- 
Richtung erst einmal so justfert werden, daB eine 
Bewegung der Kapillare innerhalb des Tiefen- 

w schfirfenberelches des Mikroskops zu einem En- 
stechen in die Zelle fOhrt AnschlieBend wird die 
Zelle, in die injlziert werden soli, mit Hilfe des 
ObjektfOhrers unter die. nur ungenau erkennbare 
Kapillarenspitze gefahren. Danach wind der eigent- 

is llche Injektionsvorgang durchgefQhrt indem die 
Kapillare mit Hilfe des Fokussiertrtebs abgesenkt 
wird, wobei sie In Achsrichtung In die Zelle ein- 
dringt nach erfolgter Injektion wird die Kapillare 
wieder angehoben. 

20 Bei diesem System 1st die Gefahr, daB die 
Kapillarenspitze abbricht oder zumtndest yerstopft 
wenn sie auf den GefSflboden gelangt, besonders 
hoch, da die Kapillarenspitze senkrecht auf den 
GefMfiboden auftrifft AuBerdem veriiert man sehr 

25 leicht den Oberblick dartlber, In welche Zellen be- 
reits injizlert wurde, da der Tisch des Mikroskops 
bei Jeder tnjektion verschoben .wtrd, wodurch slch 
das Bildfeld dauemd findert 
Ail dies hat zur Folge, daB mit den bekannten 

30 manuellen Systemen zur Zellinjektion selbst von 
geQbtem Personal pro Stunde nicht mehr als etwa 
300 Zellen injiziert werden k&nnen. 

Weiterhin slnd mikrobiotogische Verfahren be- 
kannt die ein Absaugen von RQssigkeit aus Zellen, 

35 Oder ein Absaugen ganzer Zellen aus Zetlkulturen 
vorsehen. Auch hlerbel wird mit einer Kapillare In 
die Zelle elngestochen bzw. die Kapillare auf der 
abzusaugenden Zelle positioniert. Bei diesem Ver- 
fahren laufen im Prinzip die gleichen Arbeitsschritte 

40 ab wie sie vorstehend am Beispiel der Injektion ge- 
schildert wurden, und es liegen die gleichen Be- 
schrankungen hinsichtiich der Arbeitsge- 
schwindigkeit vor. 

Es 1st die Aufgabe der voriiegenden Erfindung 

45 ein System zur Injektion in Zellen bzw. zum Absau- 
gen aus einzelnen Zellen oder ganzer Zellen aus 
Zeilkulturen zu schaffen, das ein schnelleres und 
sichereres Arbeiten als die bekannten Systems er- 
laubt 

so Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren mit 
den im Kennzeichen des Anspruchs 1 angegebe- 
nen Merkmalen dadurch geI5st daB 
- dem Fernsehbild elne im Bild bewegbare Marke 
Qbertagert wird, 
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• die Marke auf die zu injizierenden Oder abzusau- 
genden Zellen im Pemsehbild positionlert wird und 
die Bitdkoordinaten der markierten Zellen In einem 
Rechner abgespeichert werden, 

• die Bitdkoordinaten vom Rechner In Objektkoordi- 
naten des Positioniersystems fQr die Kapillare bzw. 
den ZelttrSger umgerechnet werden 

• und anschliefiend in die ausgewShtten Zellen 
injiziert bzw. aus diesen abgesaugt wird, Indem die 
Kapillare relativ zur jeweiligen Zelie rechnerge- 
steuert auf die berechneten Objektkoordinaten po- 
sitioniert wird. 

Bei dem erfindungsgemSfien Verfahren steuert 
ein Rechner die Posltionierung und das Bnstechen 
der Kapillare in die Zelle. 

Da dieser kritische Bewegungsvorgang nun* 
mehr automatisch erfolgt, l&fit sich eine hShere 
Arbeitsgeschwindlgkeit erzielen und 1st die Gefahr, 
dafi die Kapillare durch Fehlbedienung abbricht, 
stark vermindert Der Bediener mufi nur noch die 
zu Injizierenden Oder abzusaugenden Zellen im 
Monitorbild markleren. in einer vorteilhaften Weiter- 
bildung 1st es sogar m6glich, diesen Vorgang 
durch ein Bildanaiysesystem ausfUhren zu lassen, 
das bestimmte Zelltypen Oder Zellen in einem be- 
stimmten Entwicklungszustand an ihrer geometri- 
schen Form selbstfitig erkennt 

Das Verfahren nach der Erftndung stellt eine 
gleichbleibende Tlefe der Einstichbewegung in die 
Zelle sicher und llefert daher in Bezug auf die Art 
und GrBfle der Zeltverletzung reproduzierbarere Er- 
gebnisse als das bisherige, manuell gesteuerte 
Verfahren. Auflerdem 1st die Verbleibdauer der 
Kapillare in der Zelle und damit das injizierte Oder 
abgesaugte Volumen sehr genau vorherbestimm- 
bar und reproduzierbar. 

Mit Hilfe des Rechners ist es weiterhin m6g- 
lich, die Koordinaten aller Zellen, die bereits bear- 
beitet wurden, abzuspeichern, Dadurch kann sich 
der Benutzer jederzeit darUber informieren, welche 
und wieviele Zellen er bereits behandett hat Es ist 
dann auch m8glich, jederzeit den Vorgang zu un- 
terbrechen und zu einem spSteren Zeitpunkt exakt 
an derselben 1 Stelle fortzufUhren. Weiterhin kann 
z.B. die Wirkung der Injektion durch Vergleich der 
Entwicktung der Zellen, in die injiziert, und der 
Zellen, in die nicht injiziert wurde, Qber einen lan- 
geren Zeitraum kontrolliert werden. Diese MSglich- 
keit erSffnet sich in vorteilhafter Weise dadurch, 
da/3 sich die Zellen in einem GefSfi befinden, das 
mit Referenzmarken versehen ist und die Koordina- 
ten der injizlerten Zellen zusammen mit denen der 
Referenzmarken gespeichert werden, so dafi ein 
sicheres Wiederauffinden individueller Zellen auch 
nach einem Wechsei des ProbengefSfles gewShr- 
feistet ist. 

Fur die Enstichbewegung der Kapillare in ach- 
sialer Richtung kann ein eigener Antrieb vorgese- 



hen werden. Da der Rechner mehrere Bewegungen 
mitelnander tn einer Weise koordiniert wie es bel 
manueller Steuerung kaum mdglich ist ISflt sich 
jedoch dlese Einstichbewegung in Kapillarrichtung 

s auch durchfQhren, ohne dafi ein separater Antrieb 
in Achsrichtung der Kapillare vorgesehen werden 
mufi. Die Rechnersteuerung ist in der Lage den 
gewQnschten Bewegungsvorgang durch eine Ober- 
lagerung der Verschiebung des Mikroskoptisches 

w und der z-Absenkung des Manipulators zusammerv 
setzen. 

Weiterhin Ist es vortellhaft, wenn der gesamte 
Probenberelch In mehrere aneinander an- 
schlieflende Felder aufgeteilt ist. die von der Rech- 

is nersteuerung nacheinander angefahren werden. Die 
mit einer Identifikationskennung versehenen zuge- 
hSrigen Bildfelder kSnnen dann vom Benutzer 
systematisch nacheinander abgearbeitet werden. 
Mehrfachinjektionen Oder ein Vergessen von Zellen 

20 slnd auf diese Weise sicher vermleden. 

Weitere Vortelle der Erfindung ergeben sich 
aus den UnteransprOchen und werden nachstehend 
anhand der Figuren der belgefOgten Zeichnungen 
nSher ertSutert, in denen ein AusfQhrungsbeispiel 

26 fUr einen Arbeitsplatz zur DurchfQhrung des erfin- 
dungsgemSfien Verfahrens beschrieben 1st 

Fig. 1 ist ein Blockschema, das die Verbin- 
dung der einzelnen Komponenten des Arbeitsptat* 
zes darsteltt; 

30 Rg. 2 ist eine perspektivische Sktzze der 

beweglichen Telle des Injektionssystems am Mikro- 
skop (1) aus Rg. 1; 

Rg. 3 zelgt das Bild des Monitors (10) aus 

Rg. i; 

35 in Rg.4 ist das ProbengefSfi (18) aus Rg. 2 

vergrSfiert dargestellt 

Das im Blockschema nach Rg. 1 dargestellte 
System zur Zellinjektion baut auf einem: inversen 
Mikroskop (1) auf, das zu diesem Zwecke einen 

40 Kondensor mit langer Brennweite besitzt und mit 
wechselbaren, hier nicht dargesteltten Qnrichtun- 
gen fUr verschiedene optische Kontrastierungsver- 
fahren wie Phasenkontrast und Differential-lnterfe- 
renzkontrast versehen 1st. Das Mikroskop (1) besitzt 

45 einen Revolver (7) fOr Objektive mit unter- 
schiedlichem Abbildungsmafistab. 

Ober dem Objektivrevolver (7) befindet sich ein 
In zwei Koordinaten (x.y) motorisch beweg barer 
Scanningtisch, der Qblicherweise eine SchrittaufiS- 

50 sung von 0,25 urn besitzt, und mit wShlbarer Qe* 
schwindfgkeit bewegt werden kann. Wie aus der 
perspektivischen Darstellung nach Rg. 2 hervor- 
geht, tragt der Tisch (5) einen Halter fQr das Pro- 
bengefafi (18) mit den zu injizierenden Zellen. 

55 Am Mikroskop (1) ist weiterhin eine TV-Kamera 
(2) und der mit (3) bezeichnete Mikromanipulator 
zur Haiterung der Injektionskapillare (4) befestigt. 
Mit Hilfe dieser Fernsehkamera ISfit sich ein ver- 
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grGflertes Bild dor zu behandslnden Zelfkulturen 
auf elnen Monitor (10) slchtbar machen. 

Die KapMaro (4) 1st Gber elnen Druckschlauch 
(8) mlt einem Injektor (9) verbunden, der das Aus- 
strdmen der InJektionsflQssIgkert aus der Kapillare 
bewtrkt und elne Bnstellung von Haltedruck, Injek- 
tionsdrUck und SpQIdruck ermSglicht 

Die vorstehend genannten Komponenten sfnd 
auch bet den eingangs rum Stand der Technlk 
genannten, bekannten Systemen zur Mlkrolnjektion 
vorhanden und werden deshatb an dleser Stelle 
nlcht mehr detailliert dargestellt 

WIe bereits ausgefQhrt 1st der Tisch (5) des 
Mikroskops motorisch bewegbar. Die beiden An* 
triebe fOr die Tlschbewegung In x- und in y-RIch- 
tung sind In der detaillierteren Darsteilung nach 
Rg. 2 mlt (19 bzw. 20) bezelchnet. Der Mlkromanl- 
pulator (3) Ififit sich ebenfalls motorisch Ober einen 
Antrieb (21) verste! len und zwar in z-Richtung, 
aufierdem besitzt der Haiter (27) des Mikromanlpu- 
lators, an dem die Kapillare (4) befestigt 1st Ver- 
stelim5glichkeiten fQr eine Bewegung In x- und y- 
Richtung. Im beschrtebenen AusfUhrungsbelspiel 
sind hier manueil zu betStigende Bnstellkndpfe (24 
und 26) vorgesehen, es 1st Jedoch auch mdglich fOr 
diese Bewegungen motorische Antriebe einzuset- 
zen. 

Die Kapillare (4) taucht schr£g in das Proben- 
gefSfl (18) auf den Tisch (5) des Mikroskops (1) 
ein, wobel slch der Neigungswinkel der Kapillare 
zur Tischebene durch eln Verschwenken des Hal- 
ters (27) der Kapillare um die Achse (29) einstellen 
ISflt 

Auch der In Fig. 2 dargestellte Aufbau des 
Positioniersystems fQr die Kapillare (4) bzw. das 
ProbengefaC (18) 1st In setnen Bestandteilen an 
sich bekannt. 

GernSfi der Erfindung sind die Antriebe (19 und 
20) des Scanningtisches (5) und der Antrieb (21) 
fOr die z-Bewegung des Mikromanipulators an die 
Motorsteuerung des In Fig. 1 mlt (11) bezeichneten 
Rechnes angeschlossen. Bel diesem Rechner han- 
delt es sich z.8. um einen graphikfShigen Personal- 
Computer wie den IBM PC/XT. Die Graphikkarte 
(13) des Rechners (11) 1st ebenfalls an den Monitor 
(10) angeschlossen. Aufierdem ist die Fernsehka- 
mera (2) am Mikroskop (1) extern durch die Synch- 
ronimpulse der Graphikkarte synchronlsiert Der 
Monitor (10) enthSIt eine Mischstufe, in der die von 
der Graphikkarte (13) erzeugten Symbole dem 
Videosignal der Femsehkamera (2) Uberiagert wer- 
den. 

An den Rechner (11) ist weiterhin ein Graphik- 
tablett (12) angeschlossen. mit dessen Hitfe der 
Benutzer, wie nachstehend noch beschrieben wird, 
die von der Graphikkarte erzeugten Marken auf 
dem Bild des Monitors (10) verschieben kann. Na- 
tUrtlch kann anstelle des Graphiktabletts auch eine 



Maus, eine sogenannta Rollkugel Oder eln Joystick 
zur Steuerung der Bewegung der Marken verwen- 
det werden. 

Der Steuerrechner (11) ist weiterhin. Ober eln 
6 Injektor-lnterface (15) mit der Injektionseinheit (9) 
fQr die Kapillare (4) verbunden und steuert u.a die 
Injektionszeit und damft die Menge der in die Zei- 
len zu injizlerenden FlQssigkeit Ober das Interface 
(15) ISflt slch auch der Injektlonsdruck zeltabhSnglg 
io entsprechend dem Bewegungsvorgang steuern, 
den die Kapillare (4) ausfQhrt Belsplelsweise wird 
vor der Injektion ein geringer Oberdruck eingestellt t 
um eln ZurOckstrSmen von RUssigkett In die Kapil- 
lare zu verhlndem, wfihrend der Bnstichbewegung 
is wird der Injektlonsdruck erhSht, um ein Verstopfen 
der Kapillare zu vermeiden, und anschflefiend wird 
der eigentliche Injektlonsdruck elngesteitt. 

Die Mikroinjektion mit Hitfe des vorstehend be- 
schrtebenen Systems ISuft nun folgendermaflen ab: 



Vorarbeiten 

Das ZellgefSfi (18) wird auf dem Mlkroskopti- 

25 sch (5) befestigt Am Boden des in Rg. 4 beispiel- 
haft dargesteltten GefSfies sind zwei Referenzmar- 
ken (35a. 35b) angebracht Mit Hilfe dleser Refe- 
renzmarken wird das Gefafl18) so ausgerichtet dafl 
diese etwa In x-Richtung des Tisches liegen. Die 

30 Referenzmarken deftnieren aufierdem den Urs- 
prung des Bildkoordinatensystems in eindeutiger 
Weise und erlauben ein Wiederaufflnden der im 
GefSfi (18) befindiichen Zelfen. Aufierdem kann es 
vorteilhaft sein den Boden des ZellgefSfies (18) in 

35 einem regelmfifligen Muster zu ritzen um aneinan- 
dergrenzende Felder zu markteren. 

Anschtiefiend wird die Kapillare mlt lnjektions- 
flQssigkeit gefUUt, in den Kapitlarenhalter (27) ein- 
gespannt und durch manuelle x-, y-Verstellung mit 

40 Hilfe der DrehknSpfe (24) und (26) unter dem Kon- 
densor (32) etwa auf der Achse (36) des Mikros- 
kops In das Bildfeld gebracht. 

Falls die Steuerung des Druckes nicht durch 
den Rechner erfolgt wird der gewOnschte 

45 lnjektions- bzw. Haltedruck am Injektor (9) einge- 
stellt 



Dateneingabe 

50 

Anschtiefiend wird Im Rechner (11) das zur 
Steuerung des Arbeitsablaufes verwendete Pro- 
gramm aufgerufen. Dieses Programm veriangt die 
Eingabe einiger fQr die ProgrammausfOhrung not- 
55 wendiger Parameter: Den Abblldungsmafi des ver- 
wendeten Objektivs, den lnjektionswinkei © , unter 
dem die Kapillare (4) gegen die TischoberflSche 
genelgt Ist Aufierdem 1st es mfigtich eine Anzahl 
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von Fetdern zu wfihlen. die aneinander artgrenzen 
und die der motorgetriebene Tlsch (5) unter Rech- 
nersteuerung nacheinander anffihrt Die zugehfiri- 
gen Bildfelder (33,34) werden dann wie In Rg. 3 
dargestettt mit einer von der Graphikkarte (13) er- 
zeugten Umrandung und m!t einer ldentifikations- 
kennziffer (33) versehen auf dem Monitor (10) dar- 
gesteilt An dieser Stelle kann auch der Injektions- 
modus gewShlt werden wie z.B. dauemdes Aus- 
strQmen der InjektionsflUssigkeit aus der Kapillare 
Oder Ausstrfimen nur nach dem Bnstich der Kapil- 
lare In elne Zelle, bzw. der gewQnschte Druckver- 
lauf angegeben werden. Auflerdem ist es mSglich 
die Geschwindigkeit der Einstichbewegung der 
Kapillare auszuwShien. Beispielsweise wird ftlr Zel- 
ten mtt nachgieblger Zellmembran etne hfihere Ge- 
schwindigkeit benfitigt als fUr Zeilen mit relativ 
barter Zellmembran. 



GefSflposition 

Nach der Oateneingabe, die menQgesteuert un- 
ter Verwendung des Graphiktabletts (12) und des 
Bildschlrms des Monitors (10) erfolgt wird auf dem 
Bildschirm (10) das vom Mikroskop erzeugte Bild 
aufgerufen, auf den GefSflboden fokussiert und die 
beiden Referenzmarken auf dem GefSfiboden an- 
gefahren. Hlerbei dient das Graphiktablett zur 
Steuerung der Tischposition Qber dem Mikrosko- 
pobjektiv. 

Die Referenzmarken auf dem GeMboden wer- 
den anschiieflend mit dem in Fig. 3 dargestellten 
pfellffirmigen Cursor (30) markiert und dabei die 
Positionen der Gefa'flmarken mit dem Koordinaten 
system des Rechners in Obereinstimmung ge- 
bracht Wenn der Rechner die etwalgen Positionen 
der Markierungen bereits kennt, was z.B. bei Ver- 
wendung st ndardisierter GefSfle, Oder bei Fortset- 
zung einer unterbrochenen Injektion ohne Abnahme 
des GefSfies vom Tisch der Fall 1st, so kann er die 
Markierungen selbst ins Bildfeld der Femsehka- 
mera fahren und der Bediener braucht nur noch die 
exakte Position der Marken am Gefaflboden mit 
dem Cursor (30) markieren. 



Kapillare justieren / Testinjektion 

Nach korrekter Platzierung des GefS/tes wird 
mit dem Fokussiertrieb auf die Kapillarenspitze fo- 
kussiert und diese mit Hilfe der x/y-Verstelleinheit 
(24, 26) des Mikromanipulators (3) etwa in die Mitte 
des Gesichtsfelds des Mikroskops gebracht. An- 
schlieCend wird auf die Ebene der Zeilen am 
Gefaflboden fokussiert. 

Die Kapillare wird dann interaktiv unter Steue- 
rung Qber das Graphiktablett (12) soweit abge- 



senkt bis die Spltze der Kapillare (4) In elne der 
Zeilen elndringt Dlese Position wird dem Rechner 
Qbergeben, so daB dieser nun eine Information 
Qber das AusmaD der z-Bewegung belm spateren, 

s automatischen Injlzieren besitzt Die Position der 
Kapillarenspitze in der xy-Ebene im Blldkoordlna- 
tensystem wird dem Rechner dadurch mltgeteilt 
dafi der Cursor (30) mit seiner Spltze auf die Kapil- 
larenspitze positioniert wird. 

10 Auf dem Bildschirm wird nun eine Zelle ausge- 
w&htt In die eine Testinjektion ausgefOhrt werden 
soil, indem diese Zelle ebenfalts mit dem Cursor 
(30) markiert wird. Nach dem Markieren ffihrt der 
Rechner die Kapillarenspitze automatisch In die 

re markierte Position und sticht dabei die Zetie an. 
Falls die Kapillare dabei nlcht welt genug in die 
Zelle eindringt wird sie nochmaJs abgesenkt bis 
die Testinjektion erfolgreich 1st Hierbei findet eine 
Korrektur der wghrend des Justiervorganges ermit- 

20 telten Werte fOr die z-Absenkung statt 

Im Zuge dieser Testinjektion kdnnen die vom 
Rechner elnzuhaltende Verwellzert der Kapillare in 
der Zeile sowie der Injektionsdruck geprtJft und 
gegebenenfalis modifiziert werden. Vert&uft die Te- 

25 stinjektion erfolgreich, so kann mit dem eigentti- 
chen, routlnemSfllgen Injlzieren begonnen werden. 



Zeilen eines Bildfelds markieren 

30 

Hierzu wird mit Hilfe des Graphiktabletts (12) 
die Bildschlrm-Cursor-Marke (30) nacheinander auf 
den ausgewShlten Zeilen positioniert in die injiziert 
werden soli. Deren Koordinaten im Bild- 

35 schirmkoordlnatensystem werden durch DrQcken 
einer Taste jeweits an den Rechner Qbergeben und 
dort gespeichert Der Rechner verwattet die Koordi- 
naten der markierten Zeilen und zeigt stfindig die 
Anzahl der im Bildfeld markierten Zeilen sowie der 

40 insgesamt markierten Zeiien an. AuBerdem wird 
dem Biid jeder markierten Zelle ein rechteckfcirmi- 
ges Markierteld (38 bzw. 39) in Rg. 3 Qbertagert, 
wodurch die markierten Zeiien gekennzeichnet 
sind. 

4S Es ist auch mSgiich die Koordinaten der aus- 
gewa'hlten Zeilen dadurch zu erfassen, daB diese 
durch Bewegen des Tisches (5) nacheinander unter 
die, beispielsweise In der Blldmitte fixierte Cursor- 
Marke (30) gebracht werden. Durch DrOcken einer 

so Taste werden dann die Tischkoordinaten an den 
Rechner Qbergeben. 

Ist eine Markierung IrrtQmtich gesetzt worden, 
so ist es mdglich die gesetzte Markierung wieder 
zu ISschen, wodurch verhindert wird, daB die Zelle 

55 beim nachfolgenden, automatischen Injizieren von 
der Kapillare angefahren wird. 
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Injektion der mariderten Zellen 

Der lnjektionsvorgang wfrd vom Rechner ge- 
steuert kann jedoch jederzelt vom Bediener unter- 
brochen warden, z.B. falls die KapHlare verstopft 
1st Im Zuge des automatischen tnjektfonsvorgan* 
ges wandelt der Rechner die Biidfeldkoordinaten 
der mariderten Zellen in die zur Steuerung des Ti- 
sches (5) und des z-Antrlebs (21) des Mikromani- 
pulators (3) nfitlgen Koordlnatenwerte des Handha- 
bungssystems um. Anschfiefiend verfShrt er die 
Kapiilarenspitze relatfv zu den mariderten Zellen 
und positfoniert die Kapiilarenspitze in den Zellen, 
indem er sle durch elne entsprechend dem elnge- 
gebenen Winkel fQr die Neigung der Kapiilare zu- 
sammengesetzten Bewegung mit der Spitze der 
Kapiilare ansticht wfihrend der voreingestellten 
Zeit das Ventil des Injektors (9) 8ffnet die Kapiilare 
zurOckzIeht und zur nSchsten mariderten Zette ver- 
fShrt 

Es 1st auch mSglich das Anstechen der Zellen 
durch einen Antrieb zu bewirken, der die Kapiilare 
(4) achsial bewegt Ein solcher Antrieb kann aus 
einem im Kapillarenhaiter (27) angeordneten Motor 
bestehen, der vom Rechner (11) angesteuert wird, 
sobald die Spitze der Kapiilare (4) eine vorgege- 
bene Position bezQgtich der zu behandelnden Zelle 
erreicht hat 



Aufsuchen des nSchsten Bildfelds 

Wurde zu Beginn definiert, wieviel Bildfelder in 
x- und y-Richtung bearbeltet werden sollen, so wird 
das nfichste Bildfeld, das sich unmittelbar an die 
vorausgegangenen anschliefit, automatisch ange* 
fahren. Uegt keine Definition vor, Oder sind bereits 
alle deflnierten Felder bearbeitet dann wird das 
nachste Bildfeld vom Bediener gewShit Hierzu 
kann der Tisch frei Oder um jeweils genau ein 
Bildfeld in x- Oder y-Richtung verfahren werden. 
Die momentane Position innerhalb des Bildfetdra- 
sters wird dabei durch eine Identifikationskennziffer 
(33) angezeigt. Gelangt man beim Verfahren des 
Tisches in ein Bildfeld, in dem bereits Zellen inji- 
ziert wurden, so werden diese ebenfalls auf dem 
Monitorbitd mit einem Markierfeld versehen, um 
Mehrfach-lnjektionen sicher zu vermelden. 

Die letzten drei Teilschnitte: 

1. Markieren der Zetlen mit dem Cursor 
durch den Benutzer, 

2. Injizieren in die mariderten Zellen unter 
Rechnersteuerung, und 

3. Automatisches Anfahren des nSchsten 
Feldes werden solange- wiederhoft, bis die gewQn- 
schte Anzahl von Zellen injizlert ist bzw. alle defl- 
nierten Bildfelder nacheinander abgearbeitet sind. 



Wenn die Injektion aus Irgendelnem Qrunde 
vorzeitig abgebrochen werden mufl, so kann diese 
zu einem belieblgen Zeitpunkt an der richtigen 
S telle fortgesetzt werden, auch wenn das ZellgefSC 

5 zwlschendurch aus der Hafterung auf dem 
Mikroskopttsch (5) entnommen wurde. Es Ist dann 
nur erfordertich, das Blldkoordlnatensystem noch- 
mats wie unter "GefSflposition" beschrieben an die 
Referenzmarken am Gefa^boden anzubinden. 

io Da die Zellkoordinaten wahlweise auch perma- 
nent gespeichert werden, kann man zu einem spS- 
teren Zeitpunkt alle Felder gezielt nochmals anfah- 
ren, in denen Zellen injlziert wurden. Man hat so 
die Mdglichkeit die Entwicklung dieser Zellen im 

T6 Vergleich zu denen, die nlcht injizlert wurden, zu 
verioigen. 



Geometrische Kallbrierung 

20 

Eine geometrische Kallbrierung ist nur bei der 
ersten Inbetriebnahme des Systems notwendig. Sle 
dient dazu, um aus der Position einer Zelle auf 
dem Monitor ihre tatsfichliche Position auf dem 

25 Mikroskoptisch zu errechnen. Da in die Umrech- 
nung die AbbitdungsmaBstSbe ailer verwendeten 
Wechselobjektive eingehen, mOssen die Monitor- 
koordinaten fQr jedes Objektiv in Bnheiten der TI- 
schkoordinaten geeicht werden. 

30 Hierzu wird ein gut erkennbares Objekt durch 
Bewegen des Mikroskoptisches auf dem Monitor 
(10) in x- und y-Richtung verschoben. Die jeweiiige 
Monitorposition wird dem Rechner durch Markieren 
des Objekts auf dem Bildschirm des Monitors (10) 

35 mit der Spitze der Cursormarke (30) mitgeteilt. Aus 
den zugeh5rigen Koordinaten- und Monitorposib'o- 
nen ermittelt der Rechner die Bchfaktoren in x- 
und y-Richtung. Diese den einzelnen. Objektlven 
zugeordneten Bchfaktoren werden im Rechner (11) 

40 permanent gespeichert 



Weltere Ausbaustufen des Systems 

45 Wie unter der Oberschrfft ,, Dateneingabe t, be- 
schrieben wird vor der eigentlichen Injektion dem 
Rechner das verwendete Objektiv mitgeteilt Dieser 
Vorgang ISLGt sich zusatzlich verelnfachen, wenn 
ein motorisierter Objektivrevolver verwendet ist und 

so 'den Revolverstellungen bzw. den damit verbunde- 
nen Objektiven elne vom Rechner lesbare Codie- 
rung zugeordnet ist Es entfalit dann die manuelle 
Eingabe des verwendeten Objektivs durch den Be- 
nutzer. 

ss Im bisher beschriebenen System erfolgt das 
Markieren der Zellen eines Bildfeldes manuell, in- 
dem die Marke unter visuelier Betrachtung durch 
den Benutzer auf die interessierenden Zellen auf- 
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gesetzt wird. Dleser Vorgang t&Bt sich dadurch 
automatisieren, daB die Auswahl der interessieren- 
den Zellen und die Ermlttlung der Zellkoordinaten 
beispielswelse durch Schwerpunktblldung mit Htlfe 
eines Bildanalysesystems erfolgt 

Aufierdem 1st das beschriebene System nicht 
nur fQr die Injektion von RQssigkeit in Zelien, son- 
dem auch fOr das Absaugen von RQssigkeit aus 
den Zelien bzw. ganzer Zellen aus einer Zellkultur 
geeignet. 

Schliefllich 1st der erste Tell des Verfahrens bis 
zur Markierung interessierender Zellen und der 
Spelcherung ihrer Koordinaten relativ zu den Refe- 
renzmarken auf dem GefSBboden auch dazu geei- 
gnet, lebende Zellen "virtuell" zu martderen, deren 
Entwicklung (Wachstum, Bewegung, morphologi- 
sche Verfinderungen etc.) Qber einen Ifingeren Zei- 
traum Interaktlv verfolgt werden soil, ohne daB in 
die Zellen injiziert bzw. abgesaugt wird. 

Mit dem anhand der Figuren beschriebenen 
System zur rechnerunterstOtzten Mikroinjektion las- 
sen sich bedeutend mehr Zellen pro Zeiteinheit 
injizieren, aJs mit denen eingangs zum Stand der 
Technik genanrrten Systemen. Es hat sich erwie- 
sen, daB es durchaus mSglich 1st 1500 Zellen pro 
Stunden zu injizieren, was elner Beschleunigung 
der bekannten Verfahren urn einen Faktor 5 bedeu- 
tet. Dies ist nicht nur durch die Mdglichkeft des - 
schnellen Positionierens einer Cursormarke auf eln- 
em Bildschirm im Vergleich zur feinfUhligen Posi- 
tionierung der Kapitlare selbst im GefSfl bedingt 
sondem auch dem Umstand zu verdanken, daB es 
aufgrund der sicheren Rechnersteuerung der Bn- 
stechbewegung und des Injekttonsdrucks sehr vlel 
seltener zu elnem Bruch der Kapiltare und damlt 
verbunden zu einem zeitaufwendigen Auswechseln 
und Neujustieren kommt 



AnsprUche 

1. Verfahren zur Mikroinjektion in Zellen bzw. 
zum Absaugen aus einzetnen Zellen oder ganzer 
Zellen aus Zetikulturen. wobei relativ zu den unter 
einem Mikroskop (1) mit angeschlossener Fernseh- 
kamera (2) beobachteten Zelien eine Kapillare (4) 
positioniert wird, dadurch gekennzeichnet, daB 

- dem Femsehbiid eine Marke (30) Uberlagert wird, 

- die Marke (30) durch Relativbewegung zwischen 
Biid (10) und Marke (30) auf die zu injizierenden 
Zellen (31) im Femsehbiid positioniert wird und die 
Bildkoordinaten der markierten Zelien in einem 
Rechner (11) abgespeichert werden, 

- die Bildkoordinaten vom Rechner in Objektkoordi- 
naten des Positioniersystems (19, 20, 21) fUr die 
Kapillare (4) bzw. den ZelltrSger (Tisch 5) umge- 
rechnet werden "*' . 

• und anschliefiend in die ausgewahften Zellen (31) 



injiziert bzw. aus dtesen abgesaugt wird, indem die 
Kapitlare (4) relativ zur Jeweiiigen Zelle (31) rech- 
nergesteuert auf die berechneten Objektkoordlna- 
ten positioniert wird. 

s 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Enstichbewegung der Kapil- 
lare (4) in Kapillarrichtung durch eine Qberiagerte 
Bewegung des Positioniersystems (19 - 21) fUr die 
Kapillare (4) bzw. den Zelltrfiger (Tisch 5) In zwel 

w Koordinaten entsprechend dem Neigungswinkei © 
der Kapiltare (4) erfolgt 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Probenbereich in mehrere 
Felder (33, 34) fester QrdBe aufgeteitt ist die anei- 

16 nander anschlieBen und dem Femsehbiid die Gren- 
zen der Bildfelder sowie eine Identrfikationsken- 
nung fQr das jeweitlge Bildfeld Obertagert werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sich die Zellen in einem GefSB 

20 (18) mit Referenzmarken (35) befinden und das 
Bildkoordinatensystem in elnem vorab durch 
r gefUhrten Kaiibriervorgang mtt den Im Femsehbiid 
sichtbaren Referenzmarken in Obereinstimmung 
gebracht wird. 

25 5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet daB nach dem tnjektions- Oder Ab- 
saugvorgang die Koordinaten der bearbefteten Zel- 
len (31) zusammen mit elner tdenttfikationskennzif- 
fer sowie die Koordinaten der Referenzmarke (35) 

30 permanent gespeichert werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet daB vor der rechnergesteuerten In- 
jektion bzw. Absaugvorgang manuell ein Testvor- 
gang durchgefQhrt wird, wobei die Koordinaten der 

35 Kapillarspitze (40) und der Zelle (31) In Oberein- 
stimmung gebracht und vom Rechner Qbernom- 
men werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Steuerung der Injektionszeit 

40 bzw. Injektionsmenge oder Absaugmenge durch 
den Rechner (11) entsprechend vorgegebener 
Werte erfolgt 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Geschwindigkeit der En- 

45 stichbewegung der Kapillare (4) in die Zelle (31) 
wahibar ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet daB der zeitiiche Verlauf des Injek- 
tionsdruckes vom Rechner (11) entsprechend dem 

50 Bewegungsvorgang der 'Kapitlare (4) gesteuert 
wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet daB die zu injizierenden oder abzu* 
saugenden Zellen durch ein Bildanalysesystem 

65 ausgewahlt werden. 

11. Arbeitsplatz zur DurchfUhrung des Verfah- 
rens nach einem der AnsprUche 1 bis 10. gekenn- 
zeichnet durch 
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- ein Mikroskop (1) mit elnem in mindestens zwel 
Richtungen posftionierbaren Objekttisch (5), 

* elner Femsehelnrichtung (2) zur Darstellung des 
mikroskoplschen Bildes auf elnem Monitor (10). 

- elnen graphtkfahigem Rechner (11) mit ange- s 
schlossenem Spelcher (12) und einer Enrichtung 

(13) zur Oberlagerung der Graphlksysmbole auf 
dem Monitor (10), 

* eine Enrichtung (14) zur Positionierung einer 
Graphlkmarke auf dem Monitor (10), to 

- elnen Micromanipulator (3) mit daran befestigter 
Injektionselnheft (4, 28) bzw. Saugeinheit der in 
mtndestens einer Richtung vom Rechner (11) posi- 
tionierbar 1st 

- ProbengefSfle (18) zur Aufnahme der zu Injlzie- 75 
renden bzw. abzusaugenden Zellen (31) 

- sowie ein Rechenprogramm zur Umrechnung der 
Uber die Qraphikeinrichtung (13-14) bestimmten 
Bildkoordinaten In Objektkoordinaten und zur 
Steuerung des Micromanipulators (3) bzw. des 20 
ObjektUsches (5) durch den Rechner (11). 

12. Arbettsplatz nach Anspruch 11. dadurch 
gekennzeichnet, dafi die ProbengefSfle (18) mit 
einer sichtharen Markierung (35) versehen sind, die 

zur Lageerkennung des GefSBes auf dem 25 
Mitcroskoptisch dlent 

13. Arbeitspiatz nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet dafi die Kapiilare (4) der Injektion- 
seinheit bezQglich ihrer Winkellage © relativ zur 
optischen Achse (36) des MIkroskops (1) einstetl- 30 
bar 1st 

14. Arbeitspiatz nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Injektionseinheit einen An- 
trieb fUr eine achsiale Bewegung der Kapiilare (4) 
besitzt 35 

15. Arbettsplatz nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet dafi der Rechner (11) mit den 
Steuerungen (16) fOr die Antriebe des Objektti- 
sches (5) bzw. des Mikromanipulators (3) verbun- 

den 1st. 40 

16. Arbeitspiatz nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet dafi das Rechenprogramm eine 
Speicherung mehrerer Doer die Graphikeinrichtung 
bestimmter BildkoordinatensStze bzw. daraus be- 
rechneter Objektkoordinatensa'tze vorsieht 45 



50 
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Kapillare (4) am Mikromantpulator (3) durch. 
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